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Abstract of EP0242305 

In the process, a gel which is stable at neutral pH and at a cell culture temperature, In particular 
approximately 37 DEG C, is formed from type I and/or III placental collagen which has undergone an 
enzymatic digestion step, and cells are made to colonise this substrate. 
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@> Precede de cultum rrnerobloJoglque sur supports de eoUagene, supports pour ce precede at produits obtanus. 

@ Precede de culture micro biologique sur supports de cotla- 
gene, caracterise en ce que I'on constitue un gel, stable a pH 
neutre et a une temperature de culture cetluialre, notarnment 
environ 37 °C, a partir de collage ne placentaire de type I et/ou 
HI, ayant subi une etspe de digestinn enaymatique et que I'on 
emene dee cellules a coloniser ce support. 
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■ Procede de culture micxobiologique sur supports de 
collagene, supports pour ce procede et produits obtenus . 

20 La presente Invention a trait a un procede de 

culture microbiologique, et notamment de culture de cel- 
lules, sur support de collagene, ainsi gu'a des supports 
pour ce procede de culture, r,* invention a egalement trait 
aux produits nouveaux obtenus par ce procede. 

25 Le developpement des systemes de cultures 

cellulaires tri-dimensionnelles est en plein essor et permet 
d ' envisager de nombreuses applications en medecine et dans 
les biotechnologies. 

Devant le probleme pose par la reconstitution 

30 de la barrier e cutanee des grands brules, on a cherche, en 
dehors de la mise en place d * autogref f es , disponibles en 
quantites insuf i isantes chez les grands brules , ou 
d* allogref fes, se traduisant generalement par des phenomenes 
de re jet, a recouvrir la peau de nappes ou films 

35 synthetiques ou reconstitues a partir de collagene. 

En consequence, depuis plusieurs annees, les 
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recherches se sont orientees vers la mise au point d'une 
peau artificielle produite in vitro. 

Le collagene, qui constitue le composant 
majeur de la ma trice extra-cellulaire in vivo, a ete large- 
5 ment etudie en gel tri-dimensionnel pour les cultures de 
cellules. Cela a ete en parti culi ex le cas pour les cultures 
hematopoietiques ; voir LANOTTE M. Terminal differentiation 
of hemopoietic cell clones cultured in tridimensional col- 
lagen matrix : in situ cell morphology and enzyme histochem- 

10 istry analysis, Biol. Cell, 50, 107-120, 1984 ? pour des 
cellules folliculaires thyroidiennes r voir CHAMBARD M. , VER- 
RIER Bf GABRION J. and MAO CHAMP J. Polarity reversal of 
inside-out thyroid follicles cultured within collagen gel : 
reexpressian of specific functions, Biol. Cell, 51, 315- 

15 326, 1984 ; et surtout pour les fibroblastes cutanes d ' apres 
le modele de BELL, pour la production d'un derme equivalent, 
voir COULOMB B, DUBERTRET L. , BELL E. , MERRIL C. , FOSSE M., 
BRETON— GOR I tTS J. PROST C. and TOURAINE R. Endogenous perox- 
ydases in normal human dermis : a marker of fibroblast dif- 

20 ferentiation, J. Invest. Dermatol., 81, CD, 75-78, 19 83, 
et COULOMB B. DUBERTRET L. , BELL E. and TOURAINE R. The 
contractility of fibroblasts in a collagen lattice is 
reduced by corticosteroids, J. Invest. Dermatol., 82 (4) 
341-344, 1984. 

25 d 1 apres ces deraiers auteurs, seul un 

collagene de type r non pepsine peut dormer des proprietes 
retractiles en presence de fibroblastes pour former un 
reseau manipulable de bonne solidite mecaaique. 

Un tel derme equivalent et son procede de 

30 fabrication sont decrits dans le brevet DS-A-4 485 09 6 et 
dans la demande de brevet WO 80/0 1350. Ces documents 
decrivent un derme artif iciel humain obtenu en melangeant du 
collagene provenant de la peau ou des tendons de veau ou de 
rat, c'est-a-dire de collagene animal de type I, avec des 

35 cellules de fibroblastes humains en presence d'un milieu de 
culture convenable- Le procede consiste a former un melange 
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conduisant a un gel de collagene habite par des fibroblastes 
qui s ' attachent aux fibres et provoquent 1 ' agencement d'une 
structure en reseau. LVe derme artificiel ainsi obtenu peut 
ensuite etre ensemence en surface avec des cellules 
epitheliales ou keratinocytes preleves sur le brule lui- 
meme . 

Ces developpements r bases sur 1 1 utlisation du 
collagene sont d'une grande importance en medecine, pour le 
traitement des brules, le developpement de nouveaux panse- 
ments, d* agents cicatrisants et de biomateriaux . 

On coznprend done 1 ' importance de disposer de 
collagenes identiques aux collagenes humains ou s * en rappro- 
chant le plus possible, si 1 1 on veut eviter toute reaction 
inflammatoire et immunologique. Or les seules preparations 
de collagene disponibles commercial ement en quantites suf- 
fisantes et a prix acceptable, a ce jour, sont obtenus a 
partir de queues ou tendons de rats ou a partir de peau de 
jeunes animaux (veaux, pores) et sont exclusivement 
constitues de collagene de type I. De telles preparations 
presentent cependant 1 ' inconvenient de comporter des risques 
de reactions inflammatoire s et Immunol ogiques ■ pour 
1'organisme recepteur. 

II est, d' autre part, abondamment publie 
que, pour realiser des cultures cellulaires tri- 
dimensionnelles , et notamment de fibroblastes cutanes , pour 
la realisation de dermes artif iciels , il est indispensable 
d'utiliser du collagene acido-soluble de rats ou de veaux 
n'ayant pas subi de degradation enzymatique . Voir FREY et 
al. 1er Congres Atlantique sur le Collagene, Lyon. Septembre 
(1985). De telles preparations de collagene animal acido- 
soluble contenant leurs telopeptides , sont tres immunogenes , 
ce qui peut etre un inconvenient serieux pour le 
developpement de leurs applications en medecine humaine. 

II serait done desirable de pouvoir utiliser 
des collagenes d'origine humaine mais l'isolement de 
collagene humain n'est realisable, sur le plan pratique et 



0242305 



industriel, qu'a partir de placenta.. Voir les brevets 
francais 81-22606 et 85.13004. Ces documents, ainsi que 
d'autres documents publies sur ce sujet, attestent de 
1 ' impossibility pratique d'isoler des quantites significa- 
5 tive de collagene numain placentaire acido- soluble, sans 
recourir a une digestion enzymatique ou chimique pour couper 
les teiopeptides et autres liens inter-moleculaires , cette 
digestion etant realisee, dans la pratique, en utilisant la 
pepsine en milieu acide. 
-JO Or, la litterature precitee affirme que ces 

traitements de digestion du collagene le rendent impropre a 
servir de support pour la culture tri-dimensionnelle de cel- 
lules . 

Le brevet francais 81 22606 qui recourt a un 

15 traitement alcalin du collagene placentaire .prevoit 

d'effectuer eventuellement une solubilisation a la pepsine 
du collagene ainsi traite. Le collagene ainsi obtenu ne 
constitue pas un support de culture conversable pour des cul- 
tures cellulaires . 

20 La presente invention a cependant permis de 

montrer, de facon surprenante, qu'il etait possible, a par- 
tir de collagenes bum a ins placentaires -traites par un 
precede enzymatique de digestion connu, notamment a. la pep- 
sine, de former des gels constitues de fibres insolubles 

25 dans 1'eau a pH neutre et stables a une temperature comprise 
entre 25 et 40"C, notamment a 37 "C et qui soient habi tables 
par des cellules et notamment des f ibroblastes , en donnant 
les proprietes de retraction deja decrites avec le collagene 
animal non-pepsine. 

30 La presente invention se propose de fournir 

un procede de culture microbiologique sur supports de 
collagene, permettant I'usage a l'echelle industrielle , de 
collagene numain d*origine placentaire. 

Un autre objectif de 1 * invention est de four- 

3 5 nir un tel procede permettant d'obtenir des proprietes 
retractiles en presence de cellules , notamment de 
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f ibroblastes , pour former un reseau manipulable de bonne 
qualite mecanique . 

Un autre objectif de 1 ' invention est de four- 
nir un tel procede de culture tri-dimensionnelle perraettant 
de former des nappes a base de collagenes. 

Un autre objectif encore de 1 1 invention est 
de fournir un tel procede qui permette de realiser des cul- 
tures en suspension, applicables a la culture de cellules 
ainsi qu ' a la culture de virus sur cellules. 

L 1 invention a pour objet un procede de cul- 
ture micro-biologique sur supports de collagene, caracterise 
en ce que l'on constitue un support en un gel, stable a pH 
neutre et a une temperature de culture cellulaire, de 
preference environ 37 *C, a partir de collagene placentaire 
de type I et/ou III, ayant subi une etape de digestion enzy- 
matique, et que l J on amene des cellules a coloniser ce sup- 
port . 

Dans un mode de mise en oeuvre prefere de 
1* invention, le support est realise a partir d'un gel de 
collagene pepsine en milieu acide. 

L ' invention a egalement pour objet les sup- 
ports realises en un tel g-el et destines a etre colonises 
par les cellules lors du procede de culture, lesdits sup- 
ports pouvant recevoir des formes diverses . 

En particulier, ces supports peuvent etre . 
realises sous forme de nappes. 

Ces supports peuvent cependant egalement etre 
realises sous forme de particules de faibles dimensions, par 
exemple des billes, permettant, en utilisant de tels micro- 
supports, de realiser des cultures cellulaires sur les 
micro-supports en suspension dans un fermenteur. 

II est ainsi -possible d'obtenir, grace a 
1 ' invention , des produits tels que, notamment, des nappes et 
des particules ou billes, de preference de tres petite 
taille susceptibles d'etre utilisees, notamment, a titre de" 
produits cicatrisants . 
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Les micro- supports selon 1 * invention peuvent 
egalement etre utilises pour des cultures virales ainsi que 
pour la production de vaccins . 

D 1 autres advantages et caracteristiques de 
1 * invention apparaitront a la lecture de la description 
suivante, faite a titre d'exemple non limitatif . 

Exemple 1 . 

Procede de preparation d'un collagene placen- 
taire humain de type I + III . 

300 kg de placenta humain sont broyes sous 
forme congelee pour dormer des morceaux de quelques cm3 . I*e 
broyat est ensuite melange a 300 1 d'une solution aqueuse 
con tenant, au stade final, 8 % d'^thanol, € g/1 de NaCl et 
10 leg de cellulose. Apres agitation a lO'C, 1 ' ensemble est 
sounds a une operation de pressage avec un pressoir pour 
separer le sang du tissu placentaire. On obtient ainsi 102 
kg de tissu placentaire contenant 65 % d'eau. 

Le tissu extrait du pressoir est agite dans 
500 1 de citrate de sodium 0,05 M a pH 7,2 pendant 30 mn a 
10* C puis sounis au pressage pour recuperer le tissu. Un 
second lavage est effectue avec 500 1 de cette meme solution 
additionnee de 30 g/1 de NaCl. Apres recuperation du tissu 
par pressage, un troisieme lavage est effectue avec 500 1 de 
citrate de sodium 0,05 M a pH 7,2. De preference, le tissu 
ainsi lave a pH neutre est ensuite soumis a plusieurs 
sequences de lavage a pH acide, tou jours 4 10*C. 

Ces lavages peuvent etre effectues dans des 
solutions d 1 acide citrique a pH acide 2 , 8 par addition 
d'HCl, puis d' acide formique 0,5 M pendant environ 15 heures 
et puis d' acide citrique additionne de NaCl a 20 g/1. 

Ire tissu placentaire ainsi lave a pH acide et 
recupere apres pressage, a un aspect blanc qui temoigne 
d'une bonne elimination des pigments de sang placentaire 
initial. Le poids obtenu est de 82 kg. 

Le tissu est soumis a une digestion enzyma- 
tique par la pepsine dans 500 1 d' acide citrique 0,05 M a pH 
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2,8 contenant 300 g de pepsine pendant 15 heures a +10*C. 

La suspension est ensuite diluee par addition 
de 500 1 d'eau a + 10*C et le pH a juste a 7,5. Apres 15 
heures d'attente a +10*C le residu tissulaire qui contient 
5 encore l'essentiel des collagenes I et III est separe sur 
centrifugeuse. On obtient 103 kg de residus. 

Ce residu est repris dans 800 1 d'acide 
citrique 0,05 M a pH 2,8 contenant 300 g de pepsine, pendant 
72 heures a +10* C. t*a suspension est alors diluee par addi- 

10 tion de 200 1 de NaCl a 50 g/1 avant elimination du residu 
tissulaire sur centrifugeuse. 

Le pH du surnageant est a juste a 7,5 par 
addition de soude pour denaturer la pepsine. Apres 2 heures 
d'attente, le pH est rea juste a 2,7 par addition de HCL 4N 

15 et laisse pendant 15 heures a +4*C, apres quoi, on centri- 
fuge la suspension. Le precipite est elimine et le sur- 
nageant est additionne de NaCl 30 g/1. Apres 15 heures a 
+4'C, le precipite de collagene forme est recupere par cen- 
trifugation. On obtient 12 kg de precipite qui sont redis- 

20 souts dans 600 1 d'HCl 0,01 M et ensuite dilues avec 600 1 
de NaCl 24 g/1. Apres 15 heures a +4*C r le precipite est 
elimine par centrif ugation et le surnageant est additionne 
de NaCl jusqu'a una concentration finale de 30 g/1. 

On laisse se xeposer pendant 15 heures a +4"C 

25 puis le precipite de collagene est recueilli par centrifuga- 
tion. On recupere 8 kg de precipite. 

Le precipite fait ensuite l'objet de 
plusieurs lavages a 1* acetone puis est seche sous courant 
d'air sterile perroettant d'obtenir 1 kg de fibres seches et 

30 steriles de collagene contenant un melange des types I et 
III. 

Exemple 2 . 

Preparation d'un gel . 

La poudre formee par les fibres seches obte- 
35 nues dans 1 * exemple 1 est remise en solution en eau 
sterile a une concentration de 2 g/1- On melange cette 
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solution de collagene a un milieu de culture concentre DMEM 
(DOXBECCO modified EAGLE Medium) pour obtenir une suspension 
homogeneisee dont la teneur est la suivante : 

Milieu de culture DMEM 5 x c 1 ml 
5 H20 O f 55 ml 

Serum de veau foetal (SVT) 0,45 ml 

Collagene 2 mg/ml 2,5 ml. 

Cette suspension peut ensuite etre coulee 
tres doucement dans un recipient destine a lui dormer la 
10 forme voulue. 

Exemple 3 _ 

On coule tres doucement la suspension obtenue 
dans 1' exemple 2 dans une boite Falcon d'un diametre de 5 cm 
dont le fond est tapis se d'une mono-couche confluente de 
15 fibroblastes et on complete avec 0 r 5 ml de milieu nutritif 
DMEM enrichi de 10 % de serum de veau foetal. 

Le gel de collagene polymerise rapidement a 
pH neutre et a 37* C. 

On maintient la culture ainsi realisee a 
20 temperature de 37 *C sous atmosphere enrichie en C02 et l'on 
change periodiquement le milieu de culture. 

On constate que la couche de gel de collagene 
se retract e progressivement en epaisseur ma_is ne sub it 
aucune retraction en diametre . Au bout de 4 jours, on 
25 obtient un film de collagene habite pax les fibroblastes et 
dont l 1 epaisseur est de 1 mm. Ire diametre de ce film reste 
stable, comae le montre la courbe H sur le graphique. Ce 
film constitue une nappe qui pr^s^nt.^ des qualites 
mecaniques suffisantes pour pouvoir etre manipulee et 
30 utilisee comme derme equivalent. 

Exemple 4. 

On reprend 1 1 exemple 3 avec cette difference 
qu'avant de couler dans la boite deja tapissee de la couche 
confluente de cellules, la suspension destinee a fournir la 
35 couche de gel de collagene, on ajoute a la suspension 0,5 
ml de milieu DMEM contenant 200. OOO cellules MRC-5 
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trypsinees en milieu DMEM a 10 % de serum de veau foetal. 

Comme on le voit sur la courbe G du gra- 
phique, la culture se pour suit sans aucune retraction en 
diametre. Seule l'epaisseur de la nappe diminue comme dans 
5 I 4 exemple 3- 

Exemple 5 . 

On realise un gel de collagene ayant la com- 
position prevue a 1 ' exemple 2 que 1 * on laisse polymeriser de 
facon a obtenir une couche ou nappe de gel ayant une 
10 epaisseur de 3 mm. 

On prepare separement, dans une boite Falcon, 
une couche confluente de cellules MRC-5 entretenues en 
milieu DMEM a 10 % de serum de veau foetal. Une fois la 
couche confluente obtenue, on transvase delicatement la 
15 couche de collagene gelifiee de fagon a l'amener en superpo- 
sition sur la couche confluente de cellules. 

On constate que les cellules se mettent a 
coloniser le collagene et il se produit une retraction en 
epaisseur de la nappe de gel de collagene, l'epaisseur se 
20 stabilisant au bout de 7 jours a environ 0,5 mm. Aucune 
retraction en diametre n'a lieu. 

Exemple 6. 

Dans une boite Falcon d'un diametre de 5 cm, 
on met en place une suspension ayant la composition decrite 

25 a 1" exemple 2 et on reprend des cellules MRC-5 trypsinees en 
milieu DMEM a 10 % de serum de veau foetal. On ajoute 0,5 ml 
de milieu contenant les cellules a la suspension destinee a 
former le gel . On homogeneise la solution obtenue et on 
incube a 37'C sous C02 . On evalue periodiquement la contrac- 

30 tion en diametre du gel. On constate que, comme on le voit 
sur la courbe A, le diametre de 5 cm se trouve reduit a 
environ 1 cm au bout de huit jours . 

Si, sur une autre boite, preparee de facan 
identique, on recouvre le gel tel qu'il vient d'etre defini 

35 a la fin du premier jour, par une deuxieme couche de gel, 
contenant egalement des fibroblastes MRC-5 , on obtient une 
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courbe de retraction en diametre (courbe C) pratiquement 
analogue a la courbe A- De meme, si dans une troisieme boite 
on superpose a la fin du premier jour une deuxieme couche ne 
contenant cette fois pas de f ibroblastes , on obtient egale- 
ment, comme le montre la courbe B f une retraction progres- 
sive en diametre comparable a 1 ' allure de la courbe A. 
Exemple 7 . 

On prepare une boite Falcon avec une suspen- 
sion de collagene contenant des f ibroblastes comme dans 
1 ' exemple 6 , 

A la fin du premier jour, on transvase le gel 
sur une mono -couche confluente ; on constate que la 
retraction en diametre s 1 arrete rapidement comme montre le 
courbe F. Seule la retraction en epaisseur se poursuit. 

Exemple 8 . 

On reprend 1 1 exemple 7 et, immediatement 
apres avoir transvase le gel sur la couche confluente, on 
recouvre le gel d'un deuxieme gel contenant des f ibroblastes 
et on observe une courbe de retraction representee en D dont 
le diametre se stabilise rapidement. 

Exemple 9 . 

Dans le cas ou, a la difference de 1' exemple 
8 r le second gel de recouvrement ne contient pas de f ibrob- 
lastes, on observe aussi , comme le montre la courbe E, un 
arret rapide de la retraction en diametre . 

Exemple 10. 

On reproduit les resultats deer its dans les 
exemples 3 a 9 avec un gel de collagene placentaire ne con- 
tenant que des proteines humaines en r emplacement du serum 
de veau foetal . 

La composition d gel est la suivante : 

DMEM 5 x c 1 ml 

H20 0,45 ml 

Albumine humaine 50 mg/ml 0,5 ml 
Serum humain 0 f 05 ml 

Collagene I +- III 2 mg/ml 2,5 ml 
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Les cellules trypsinee's, reprises en DMEM + 
10 % SVF, sont centrifugees 1 mn a 1000 g a +4*C. Ensuite, 
on reprend le culot cellulaire en milieu DMEM sans serum de 
veau. On depose 0,5 ml de la suspension cellulaire (2OO.O0O 
5 cellules) dans la suspension de collagene. 

L 1 ensemble est coule dans des boites de 5 cm 
de diametre selon les conditions d^crites dans les examples 
precites ; les resultats sont identiques . 

Exemple 1 1 . 

10 On reprend 1 ' exemple 10, avec un gel de 

collagene placentaire appauvri da. vantage en proteines 
humaines . 

La composition du gel est la suivante : 

DMEM 5 x c 1 ml 

15 H20 O r 95 ml 

Serum humain 0,05 ml 

Collagene I + III (2 mg/ml) 2,5 ml 

Les resultats sont identiques . 

Exemple 12. 

20 On reprend 1 ' exemple 3 en utilisant une 

mono-couche confluente de fibroblastes cutanes developpee a 
partir d'une biopsie de peau humaine, a la place des cel- 
lules MRC 5. 

Les resultats sont identiques. 
25 Exemple 13. 

On reprend 1 f exemple 3 en utilisant une 
mono-couche de chondrocytes de cartilage humain, a la place 
des cellules MRC 5. 

Les resultats sont identiques . 
30 Exemple 14. 

Preparation de raicro-billes de collagene. 
Dans un melange de 9 volumes d' acetone et de 
1 volume de NaOH 0,1 N, avec l'aide d'une seringue equipee 
d'une aiguille 27 G ou 25 G, on depose en goutte a goutte 
35 une solution acide de collagene placentaire I + III a 2 % 
realisee a partir de la poudre de collagene selon 1 ' exemple 
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1 . 

Chaque gouttelette se gelifie inunediatement 
et conserve def initivement sa forme spherique. 

La suspension obte&ue est ensuite lavee par 
une solution sterile physiologique pour eliminer 1 ' acetone 
et neutraliser le pH de maniere definitive. Les micro-billes 
obtenues ont un diametre de l'ordre de 1 nun. 

Elles peuvent ensuite etre utilisees en cul- 
ture cellulaire. 

D ' autres procedes peuvent etre utilises pour 
realiser de grandes quantites de micro-billes de collagene. 
En particulier, on peut utiliser tous les procedes connus 
pour preparer des emulsions de micro-gouttelettes . Ainsi, on 
peut realiser une emulsion dont 1 * une des deux phases est 
constitute par la solution acide de collagene precitee et on 
peut prevoir un agent alcalin dans 1 ' autre phase ou ajouter 
progressivement un agent alcalin a 1* ensemble pour neu- 
traliser l'acidite du collagene et le gelifier aux environs 
de la neutrality . 

Exemple 15. 

Culture cellulaire sur micro-billes de 
collagene placentaire. 

Des billes de 1 mm de diametre realisees dans 
1' exemple precedent sont mises dans une suspension de 
fibroblastes humains diploides MRC 5 en milieu DMEM (DTTL- 
BECCO MODIFIED EAGLE MEDIUM) contenant 10 \ de SVF a 37 *C, 
sous agitation . 

Apres 2 heures, la totalite des fibroblastes 
est fixee a la surface des billes. Apres 4 jours de culture 
a 37* C, le volume total des billes est colonise par les 
fibroblastes qui ont realise une contraction importante du 
collagene puisque le diametre des billes est devenu finale- 
merit de l'ordre de 1O0 a 200 microns. 

Une telle suspension de micro — billes 
habitees par les fibroblastes peut etre utilisee, par exem- 
ple dans la culture des virus . 
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On a effectue des cultures sixnilaires avec 
des fibroblastes cutanes et avec des chondrocytes du car- 
tilage avec des resultats similaires . 
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REVINDICATIONS 
1 . Procede de culture microbiologique sur sup- 
ports de collagene, caracterise en ce que 1 1 on constitue un 
gel, stable a pH neutre et a une temperature de culture eel- 
5 lulaire, notamment environ 37 a partir de collagene pla- 
cental re de type I et/ou III , ayant subi une etape de diges- 
tion enzymatique et que 1 * an amene des cellules a coloniser 
ce support. 

2. Procede selon la revendication 1, 
10 caracterise en ce que l'on realise le support a partir d'un 

gel de collagene pepsine en milieu acide. 

3. Procede selon 1'une quelconque des reven- 
dications 1 et 2, caracterise en ce que l'on constitue une 
nappe de collagene. 

15 4. Procede selon 1 ' une des revendi cations 1 

et 2, caracterise en ce que l'on constitue des micro- 
particules de collagene, notamment en forme de billes . 

5. Procede selon X'une quelconque des reven- 
dications 1 a 4, caracterise en ce que l'on introduit des 

20 cellules lors de la formation du gel, en milieu mitritif 
convenable . 

6. Procede selon 1 1 une quelconque des reven- 
di cat ions 1 a 5 , caracterise en ce que 1 1 on amene des cel- 
lules en contact avec le support dans un milieu nutritif 

25 convenable . 

7. Procede selon les revendications 4 et 6, 
caracterise en ce que l'on disperse des micro -parti cules , 
notamment des billes, de collagene dans un milieu nutritif 
convenable en presence de cellules en suspension. 

30 8 . Procede selon 1 1 une quelconque des reven- 

dications 1 a 7, caracterise en ce que l'on utilise un 
milieu de culture DMEM. 

9 . Procede selon la revendication 8 , 
caracterise en ce que l'on effectue la culture en presence 
35 de serum de veau foetal. 

10. Procede selon la revendication 8, 
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caxacterise en ce que 1 1 on effectue la culture en presence 
d'albumine humaine. 

11. Procede selon 1 ' une quelconque des reven- 
dications 1 a 10, caracterise en ce que 1 ' on effectue une 

5 culture de fibroblastes, notaoroent MRC 5: 

12. Procede 1 * une quelconque des revendica- 
tions 1 a 10, caracterise en ce que l'on effectue une cul- 
ture de chondrocytes . 

13. Support de collagene pour procede de cul- 
10 ture micro-biologique, caracterise en ce qu 1 il est realise a 

partir d'un gel, stable a pH neutre et a 37'C, obtenu a par- 
tir de collagene placentaire de type I et/ou III, ayant subi 
une etape de digestion enzymatique ou chimique, notamment a 
la pepsine. 

15 14. Support selon la revendication 13, 

caracterise en ce qu'il se presente sous forme d'une nappe. 

15. Support selon la revendication 13, 
caracterise en ce qu'il se presente sous forme de micro- 
particules et notamment de billes. 

20 16. Support selon la revendication 15, 

caracterise en ce que le diametre initial des micro- 
part icules est de l'ordre de 1 mm. 

17. Application des supports selon l'une 
quelconque des revendications 13 a 16 a la culture de virus 

25 sur cellule. 

18. Application des supports selon 1 4 une des 
revendications 15 et 16 a la formation de pansements. 
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Gels a 1 mg Coll. /ml et 2 . lO cellules 

{A) gel en retraction normale ; apres 24 h de retraction 
gel recouvert d'un 2eme gel contenant (C) ou pas (B) de 
fibroblastes ; (F) gel transvasfi sur uhe monocouche confluen- 
te puis recouvert d f un 2 erne gel contenant (D) ou pas { E ) 
de fibroblastes ; (G et H) gels avec et sans fibroblastes 
coul6s dirc-cteraent sur monocouche confluente. 
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